细胞遗传学异常是早期初治急性髓系白血病（AML）患者进行危险分层的唯一指标[@b1]--[@b2]，但是后来的研究逐渐发现，相同细胞遗传学异常的AML患者，其临床表现、治疗效果及其长期预后也可大相径庭。近几年来，随着全基因组测序的检测手段的引入，越来越多的获得性基因突变被发现，在AML发病机制及预后方面同样起着重要作用[@b3]。2010年开始NCCN已经将基因突变整合至细胞遗传学对初治AML患者重新进行精准的危险分层，从而精确指导下一步治疗方案的制订。异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）是治疗AML非常重要的方法，发病初始的NCCN危险分层是否仍然对allo-HSCT的AML患者存在同样预后影响，目前国内外研究并不多。我们对本中心258例行allo-HSCT治疗的AML连续性患者资料进行了回顾性分析，以期分析NCCN（2015）危险分层对患者预后的影响。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：纳入2012年4月至2015年4月在本中心行allo-HSCT治疗的258例AML患者，预处理前骨髓细胞形态学均为完全缓解（CR）。AML诊断参照WHO造血与淋巴组织肿瘤2008年版标准。258例患者中167例为半相合移植（Haplo-HSCT），39例为无关供者移植（MUD-HSCT），52例为同胞相合移植（MSD-HSCT）。AML移植时机和供者选择参照文献[@b4]标准。患者基本临床资料见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 258例异基因造血干细胞移植治疗的急性髓系白血病患者基本临床特征

  临床特征                                      总体值               NCCN危险分层                                                                 
  --------------------------------------------- -------------------- --------------------- --------------------- --------------------- ---------- -------
  性别\[例（%）\]                                                                                                                      4.658      0.234
   男                                           147（57.0）          36（57.1）            62（50.8）            49（67.1）                       
   女                                           111（43.0）          27（42.9）            60（49.1）            24（32.8）                       
  中位年龄\[岁，*M*（范围）\]                   25（2\~64）          31（3\~49）           26（2\~64）           21（2\~58）           8.889^a^   0.031
  移植前中位病程\[个，*M*（范围）\]             6（1\~51）           8（2\~51）            6（2\~48）            5（1\~26）            5.432^a^   0.045
  原发或继发\[例（%）\]                                                                                                                2.237      0.622
   原发                                         243（94.1）          62（98.4）            103（91.9）           78（93.9）                       
   继发                                         15（5.8）            1（1.5）              9（7.9）              5（6.0）                         
  发病初WBC\[例（%）\]                                                                                                                 9.376      0.032
   ≤50×10^9^/L                                  192（74.4）          55（87.3）            83（74.1）            54（65.0）                       
   \>50×10^9^/L                                 66（25.5）           8（12.6）             29（25.8）            29（34.9）                       
  移植前CR状态\[例（%）\]                                                                                                              9.234      0.031
   CR~1~                                        186（72.0）          43（68.2）            76（67.8）            67（80.7）                       
   CR~2~                                        72（27.9）           20（31.7）            36（32.1）            16（19.2）                       
  预处理前MRD\[例（%）\]                                                                                                               5.342      0.067
   MRD阴性                                      205（79.4）          53（84.1）            84（74.3）            68（81.9）                       
   MRD阳性                                      53（20.5）           9（14.2）             26（23.2）            18（22.8）                       
   \<1%                                         38（71.6）           8（88.8）             16（61.5）            14（77.7）                       
   ≥1%                                          15（28.3）           1（11.1）             10（38.4）            4（22.2）                        
  髓外病变\[例（%）\]                                                                                                                  1.456      0.873
   有                                           32（12.4）           7（11.1）             13（11.6）            12（14.4）                       
   无                                           226（87.5）          56（88.8）            99（87.6）            71（85.5）                       
  预处理前血常规\[例（%）\]                                                                                                            1.023      0.651
   正常                                         135（91.0）          24（39.6）            72（64.2）            39（46.9）                       
   不正常                                       123（47.6）          39（61.9）            50（40.6）            34（40.9）                       
  移植前染色体\[例（%）\]                                                                                                              0.212      0.541
   不正常                                       12（4.6）            2（3.1）              6（5.3）              4（4.8）                         
   正常                                         246（95.3）          61（96.8）            106（94.6）           79（95.1）                       
  供者类型\[例（%）\]                                                                                                                  0.187      0.540
   同胞相合供者                                 52（20.1）           12（19.0）            21（18.7）            19（22.8）                       
   无关供者                                     39（15.1）           13（36.5）            17（16.0）            9（10.8）                        
   半相合供者                                   167（64.7）          38（60.3）            74（65.4）            55（66.2）                       
  供者中位年龄\[岁，*M*（范围）\]               34（6\~68）          32（5\~54）           32（7\~62）           34（8\~68）           1.675^a^   0.842
  供受者性别\[例（%）\]                                                                                                                1.563      0.612
   男-男                                        99（38.3）           25（39.6）            41（33.6）            33（39.7）                       
   男-女                                        53（20.5）           8（12.6）             25（22.1）            20（24.0）                       
   女-男                                        50（19.3）           13（20.6）            20（17.8）            17（20.4）                       
   女-女                                        56（21.7）           17（26.9）            26（23.0）            13（15.6）                       
  供受者血型\[例（%）\]                                                                                                                2.765      0.123
   血型相合                                     129（50.0）          24（38.0）            60（53.0）            45（66.2）                       
   主要侧不合                                   60（23.2）           19（30.1）            23（20.5）            18（21.6）                       
   次要不合                                     54（20.9）           16（25.3）            21（18.5）            17（21.6）                       
   主次均不合                                   15（5.8）            4（6.3）              8（7.0）              3（3.6）                         
  预处理方案\[例（%）\]                                                                                                                3.032      0.145
   Bu为基础                                     230（89.1）          59（93.6）            95（84.8）            76（91.5）                       
   TBI为基础                                    28（11.2）           4（6.3）              17（16.0）            7（8.4）                         
  干细胞来源\[例（%）\]                                                                                                                1.753      0.421
   骨髓+外周血干细胞                            216（83.7）          48（76.1）            93（91.9）            75（78.3）                       
   外周血干细胞                                 42（16.2）           15（23.8）            19（16.9）            8（9.6）                         
  输注MNC数\[×10^8^/kg，*M*（范围）\]           8.00（2.31\~22.4）   7.55（3.00\~13.38）   8.24（2.31\~22.4）    8.50（4.06\~14.94）   1.632^a^   0.452
  输注CD34^+^细胞数\[×10^6^/kg，*M*（范围）\]   4.27（0.81\~20.6）   4.40（0.82\~10.25）   4.46（0.91\~18.68）   4.00（0.91\~13.04）   1.754^a^   0.873
  输注CD3^+^细胞数\[×10^8^/kg，*M*（范围）\]    1.60（0.05\~6.7）    1.62（0.30\~5.56）    1.68（0.05\~5.56）    1.67（0.94\~9.71）    2.041^a^   0.985

注：CR：完全缓解；MRD：微小残留病；MNC：单个核细胞；^a^为*Z*值，余均为*χ*^2^值

2．危险度分层：根据患者发病时的骨髓染色体核型分析结果，分为低危组69例，中危组139例，高危组50例。根据患者发病时的骨髓基因序列突变分析结果（部分外院患者发病时未作基因突变分析，来我院后用发病未进行治疗时骨髓涂片重新进行基因突变分析），整合细胞遗传学检查结果，按照NCCN（2015）指南重新进行危险分层。细胞遗传学低危组如果合并C-kit基因突变，归入NCCN（2015）中危组；细胞遗传学正常核型中危组如果无FLT3-ITD但存在NPM1突变或者合并孤立的CBEPA等位基因突变归入NCCN（2015）低危组；细胞遗传学正常核型中危组如果存在FLT3-ITD突变归入NCCN（2015）高危组。

3．多参数流式细胞术（MFC）检测：采用8色FACSCantoⅡ流式细胞仪（购自美国BD公司）对预处理前患者骨髓进行微小残留病（MRD）检测。CD34和（或）CD117和（或）HLA-DR阳性的髓系原始细胞出现CD7、CD56、CD19、CD96等淋系表达或者异常表达，或者出现CD15/CD11b的早晚共表达，或者CD34/CD117/HLA-DR/CD45/SSC这些正常表达标志和参数荧光强度发生改变，判断为异常。任何水平异常均定义为MRD阳性。

4．预处理方案：230例患者采用静脉白消安（Bu）联合环磷酰胺（Cy）或氟达拉滨（Flu）方案。28例采用全身照射（TBI）（总量1 200 cGy）联合Cy或Flu方案。MUD和Haplo-HSCT在此基础上加用兔抗人淋巴/胸腺细胞球蛋白。

5．移植物抗宿主病（GVHD）的预防和治疗：采用环孢素A（CsA）或他克莫司（FK506）+吗替麦考酚酯（MMF）+短程甲氨蝶呤（MTX）进行GVHD的预防和治疗，根据个体化状况进行剂量调整和减停。当出现Ⅱ级以上急性GVHD（aGVHD）时，加用甲泼尼龙，疗效欠佳时联合CD25单克隆抗体、间充质干细胞或TNF-α单抗治疗。

6．造血干细胞植活标准及GVHD诊断标准：按照我院常规进行供者干细胞的动员和采集，并对患者进行输注。当患者中性粒细胞绝对值连续3 d≥ 0.5×10^9^/L，其第1天为植活时间；在不输注情况下，血小板连续7 d≥20×10^9^/L，其第1天为植活时间。aGVHD诊断和分级参照文献[@b5]标准。慢性GVHD（cGVHD）诊断和分型参照文献[@b6]标准。供受者性别不同者以FISH方法进行性染色体检查鉴定供者细胞植入情况，性别相同者采用STR基因位点和性染色体基因位点AMEL的DNA测序分析鉴定供者细胞植入情况。

7．随访：采用病历查阅和电话联系方式进行随访。随访截止日期为2015年12月30日。无病生存（DFS）时间定义为回输完干细胞至复发或随访截止日期时间；复发定义为骨髓原始细胞比例大于0.050或外周血出现原始细胞或出现髓外白血病变时间；非复发死亡（NRM）定义为移植后28 d内任何原因引起的死亡或移植后28 d非复发原因所造成的死亡。

8．统计学处理：组间病例特征比较，连续变量比较采用Mann-Whitney *U*检验，分类变量比较采用*χ*^2^检验。采用Kaplan-Meier曲线计算DFS率、复发死亡率和NRM率，并采用Log-rank检验进行单因素分析，*P*\<0.05为差异有统计学意义，将其纳入Cox回归模型进行多因素分析。

结果 {#s2}
====

1．患者植活与总体预后：中位随访时间为19（5\~41）个月。白细胞植活中位时间为14（8\~23）d；血小板植活中位时间为12（4\~56）d。4例患者（2例无关供者；2例半相合）原发植入失败，其中1例（1例无关供者）自行骨髓恢复，1例（半相合）在第1次移植后43天进行了第2次半相合移植；2例（1例非血缘；1例半相合）死于原发植入失败。总体2年DFS率为78.0%（95% *CI* 60.4%\~96.6%）。

NCCN（2015）危险分层法分组后低、中、高危组患者的DFS率分别为78.6%（95% *CI* 61.0%\~96.2%）、76.0%（95%*CI* 84.0%\~93.6%）、80.3%（95%*CI* 62.7%\~97.9%），三组差异无统计学意义（*χ*^2^=0.242，*P*=0.886）；2年累积复发死亡率为10.7%（95%*CI* 6.9%\~28.3%），三组差异无统计学意义（*χ*^2^=1.164，*P*=0.558），2年累积NRM率12.9%（95%*CI* 4.7%\~30.5%），三组差异无统计学意义（*χ*^2^=1.222，*P*=0.542）。

2．影响患者预后的单因素和多因素分析：单因素分析结果显示单因素分析结果显示，2年DFS率与NCCN危险分层、移植前病程、发病初WBC、CR状态、移植前血常规是否恢复正常、移植前染色体是否正常、移植前是否有髓外病变、预处理方案、供者类型、供受者性别、供受者血型、输注的单个核细胞数、输注的CD34^+^细胞数、输注的CD3^+^细胞数等无相关性，在继发性AML（*χ*^2^=6.352，*P*=0.006）及MRD阳性（*χ*^2^=8.351，*P*=0.003）组患者中明显降低；2年累积复发死亡率在CR~2~（*χ*^2^=3.947，*P*=0.046）组患者中明显增高；2年累积NRM率在继发性AML（*χ*^2^=8.561，*P*=0.004）及MRD阳性（*χ*^2^=7.200，*P*=0.010）组患者中明显增高。多因素分析结果显示，MRD阳性是影响患者2年累积DFS率（*P*=0.020）、NRM率（*P*=0.045）的危险因素（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 影响患者预后的多因素分析

  影响因素            *HR*（95% *CI*）        *P*值
  ------------------- ----------------------- -------
  无病生存率                                  
   原发对继发         1.909（1.048\~3.635）   0.179
   MRD阴性对MRD阳性   2.073（1.124\~3.822）   0.020
  复发率                                      
   CR~1~对CR~2~       1.455（0.532\~3.925）   0.471
  非复发死亡率                                
   原发对继发         2.354（0.804\~6.887）   0.118
   MRD阴性对MRD阳性   2.354（0.804\~6.887）   0.045

注：MRD：微小残留病；CR：完全缓解

3．不同危险分层组患者移植后GVHD和感染发生率比较：258例患者中Ⅱ\~Ⅳ度和Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD的发生率分别为24.8%和12.6%，局限型和广泛型cGVHD的发生率分别为38.2%和28.2%。Ⅱ\~Ⅳ、Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD和局限型、广泛型cGVHD累积发生率在低、中、高危组患者中差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### NCCN（2015）不同分组患者移植后移植物抗宿主病（GVHD）和感染发生情况比较（%，95%*CI*）

  组别       例数   GVHD                                                         
  ---------- ------ ------------------- ------------------- -------------------- -------------------
  低危组     63     33.9（16.3\~51.5)   17.4（1.0\~31.0）   26.9（10.3\~44.1）   19.0（1.4\~36.6）
  中危组     112    12.5（3.0\~31.6）   9.8（0.9\~26.8）    31.8（15.1\~49.4）   16.9（0.9\~34.5）
  高危组     83     19.2（2.2\~36.8）   8.4（0.8\~25.6）    31.3（13.5\~49.7）   14.4（4.2\~32.0）
                                                                                 
  *χ^2^*值          5.132               3.453               0.187                0.631
  *P*值             0.106               0.207               0.647                0.740

  组别       例数   感染                                                          
  ---------- ------ -------------------- ------------------- -------------------- --------------------
  低危组     63     69.8（52.2\~86.5）   20.6（3.0\~38.2）   53.0（35.4\~70.6）   11.5（7.1\~29.1）
  中危组     112    74.1（56.5\~91.7）   15.1（2.5\~32.7）   48.2（30.6\~65.8）   23.0（4.4\~41.6）
  高危组     83     63.8（46.2\~81.4）   12.0（5.6\~29.6）   36.1（18.5\~53.7）   29.1（11.5\~46.7）
                                                                                  
  *χ^2^*值          4.121                3.046               5.631                2.872
  *P*值             0.240                0.363               0.065                0.497

注：CMV：巨细胞病毒；EBV：EB病毒

CMV血症、EBV血症、出血性膀胱炎、新发肺部（细菌、真菌）感染发生的中位时间分别为移植后33（12\~83）、40（16\~98）、31（3\~99）、45（4\~256）d，感染发生率分别为69.4%、15.5%、45.7%、29.4%，上述感染在低、中、高危组患者中的发生率差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

4．不同危险分层组患者移植后复发和NRM率比较：258例患者中移植后死亡47例，其中复发者18例，非复发者29例。

复发的18例患者中11例经化疗加上供者淋巴细胞回输后最终无效死亡，另外7例复发后直接放弃治疗回家。复发中位时间为移植后11（2\~21）个月。2年累积复发死亡率为10.7%，在低、中、高危组患者中复发死亡率分别为5.4%、13.5%、10.3%，差异无统计学意义（*χ*^2^=1.164，*P*=0.558）。

非复发的240例患者中2年累积NRM为12.9%，在低、中、高危组患者中NRM率分别为16.8%、11.9%、10.3%，差异无统计学意义（*χ*^2^=1.222，*P*=0.542）。死亡原因包括：10例GVHD，5例肺部感染，3例颅内出血，3例移植后血栓性微血管病，2例颅内感染，2例植入失败，1例误吸食物窒息，1例心源性休克，1例移植物功能不良，1例毛细血管渗漏综合征。

讨论 {#s3}
====

Oran等[@b7]对150例首次CR的AML患者进行allo-HSCT，发现发病初期细胞遗传学处于低、中和高危组（移植前获细胞遗传学缓解）患者间的3年移植后DFS率相似，为58%\~60%，但是高危组患者移植后复发率明显高于低中危组（32.3%对16.8%），而细胞遗传学分层高危且移植前细胞遗传学始终异常的这部分AML患者移植后的3年复发率最高为57.5%，3年DFS率最低为29.2%。Chevallier等[@b8]对378例首次CR的AML患者进行减低强度预处理的MSD-HSCT，结果显示移植后AML第、中、高危组患者2年复发率分别为10%、28%、57%，差异有统计学意义（*P*\<0.001），DFS率分别为64%、57%、38%）。由此可见，尽管移植前疾病状态达到CR，但发病初期的细胞遗传学危险分层对allo-HSCT治疗后的AML患者同样存在预后指导作用。

临床研究报道合并FLT3-ITD的AML患者不仅对化疗反应差且容易复发[@b9]。因此，NCCN指南将经典细胞遗传学中危组AML合并FLT3-ITD的患者重新分层至高危组。而且有报道FLT3-ITD对allo-HSCT治疗后的AML患者也存在同样的不良预后影响[@b10]。Song等[@b11]对262例AML进行allo-HSCT，结果显示FLT3-ITD阳性的171例AML患者复发率明显较阴性患者增高（63%对37%，*P*\<0.001），移植后复发的时间也明显缩短（100对121 d），多因素分析结果显示FLT3-ITD阳性是影响患者无白血病生存（LFS）（*HR*=2.05，95% *CI* 1.29\~3.27，*P*\<0.01）和总生存（OS）（*HR*=1.92，95% *CI* 1.14\~3.24，*P*\<0.05）的独立预后不良因素。而Deol等[@b12]的结果显示FLT3-ITD阳性的AML患者虽然复发率较阴性者明显增高，但是NRM和LFS和OS率并没有明显降低。

在本研究中我们对处于CR状态的AML患者，观察发病初期按照NCCN（2015）危险分层把基因突变异常纳入经典细胞遗传学重新精准分层后，在低、中、高危组间患者的DFS、复发和NRM率差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。三组危险分层患者的主要临床特征相似，仅高危组相对于低危组而言，患者病程稍短、发病初期WBC\>50×10^9^/L的例数偏多、处于CR~1~的例数比偏多。另外，有研究报道移植前虽然细胞形态学处于CR但是细胞遗传学仍然处于异常状态的AML患者，allo-HSCT后复发率高，DFS和OS率明显降低[@b13]。但是在我们的研究中，移植前染色体核型分析是否异常对患者DFS、复发和NRM率的影响差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。在高危组患者中，FLT3-ITD阳性和阴性患者相比，DFS、复发和NRM率差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）。从我们的初步结果可以看出，allo-HSCT减弱了发病初细胞遗传学和分子生物学对AML患者预后的影响。

在本研究中，我们通过单因素和多因素分析，发现只有MFC监测的MRD状态是影响allo-HSCT治疗的AML患者预后的唯一因素。Araki等[@b14]对359例AML患者进行清髓allo-HSCT，结果显示在细胞形态学CR但MRD阳性组、疾病进展组、细胞形态学CR但MRD阴性组，患者的3年复发率分别为67%、65%、22%，3年OS率分别为26%、23%、73%，提示移植前疾病状态是影响患者DFS和复发的重要因素。也由此可见目前对于疾病的缓解定义不再限于之前的细胞形态学缓解，而是更加精准的MRD状态。Walter等[@b15]以进行清髓MUD和MSD-HSCT的99例首次CR的AML患者为研究对象，结果显示移植前MFC检测的MRD阳性与阴性患者相比，2年OS率分别为30.2%和76.6%，复发率分别为64.9%和17.6%，提示移植前MFC监测的MRD阳性患者较阴性患者复发率增高、OS率降低，MRD状态是影响患者预后的独立危险因素。此结果在其后期的临床研究以及其他中心的报道中得到了证实[@b16]--[@b17]，我们的研究结果与其基本一致。
